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ЭФФЕКТ ОЗОНА НА ПРООКСИДАНТНО_АНТИОКСИДАНТНЫЙ
БАЛАНС КРОВИ В ОПЫТАХlN WТRО
Гроdненскuй zосуdарсmвенный л4еOuцuнскuй унuверсumеm, Гроdно, Беларусь
Изучен эффект озона на прооксидантно-антиоксидантный баланс крови
эксперимента,rIьных животных в опытах iп yitro, Инкубация црови с озонированным
изотоническим раствором хлорида натриrI (концентрации 2,6, 10 мг/л) в течение 30 и 60 минут
обуславливает изменение в состоянии прооксидантной системы крови, проявлrIющееся в
увеличении }?овня малонового диЕlльдегида, диеновых конъюгатов, а также в активации
антиоксидантной системы, что подтверждается ростом активности кат€UIЕвы, концентрации
ретинола и о-токоферола.
Ключевьlе слова: озон, малоновый диальдегид, диеновые конъюгаты, катаJIаза, ретинол, о-
токоферол.
Введецие. Озонотерапия является активно рЕввивающимся направлением как клинической,
так и профилактическоЙ медицины, которая относится к грytlпе методов окислительноЙ терапии, в
неё входят как достаточно широко используемые (гипербарическая оксигенация, ультрафиолетовое
облlпrение крови, л€верное изл)ление низкой интенсивности и т.д.), так и новые методы, в частности,
использование доноров оксида азота, синглетно-кислородная терапияf|7,2|,2З].
Обладая высокой реактогенной способностью, озон активцо вступает в реакции с различными
биологическими объектами, в том числе с мембранными структурами кJ]етки, которые выступают в
роли основноЙ мишени его физиологического деЙствия [16], При введении даже очень низких доз
озона наблюдается активациrI метаболизмq сопровождающаяся повышением содержания в крови
свободного и растворенного кислорода [3]. На основании проведенных экспериментов выяснено, что
использование озонированной эритроц}Iгарной массы при ее трансфузии крысам стимулирует
антиоксидантн}.ю систему в кJIетках в ответ на усиление активации процессов перекисного окислениrI
липидов (ПОЛ) [24]. Однако до сих пор не из)п{ены механизмы действия озона в организме при
рulзличных состояниях, в частности, на генерацию свободньIх радик€lJIов, образуощихся при
озонировании изотонического раствора 0,9% NaCl t15]. По этой причине особый интерес
IредставJUIют эффекты озона, которые он окЕвывает на прооксидантно-антиоксидантный баланс
организма [12].
Щелью данного исследованиrI являлось из)чение эффекта озона на прооксидантно-
антиоксидантный баланс крови эксперимент€LпьньIх животных в опытах iпyitro.
Материалы и методы. Эксперименты выполнены на 20 белых крысах-самцах массой 250-
300г., содержавшихся в стандартных условиях вивария. При использовании адекватного наркоза
(50мг/кr тиогIентuша натрия интраперитонеально) проводили забор смешанной крови из правого
предсердия, Изъятие крови осуществлrIли в предварительно подготовленный шприц с количеством
гепарина из расчета 50 ЕД на 1 мл крови, Все манипуляции на животных выполнялись в соответствии
с рекомендациrIми и решением регион€l,tьной комиссии по биомедицинской этике.
Объектом исследования явилась кровь, которую разделили на четыре |руппы, по десять проб
в каждоЙ: первuul контрольная - вводили 0,9o/o-i4 раствор хлорида натриJ{. В кровь ocTzulbнbtx вводили
данный раствор с концентрацией Оз 2 мrlл (вторая группа), б мг/л (третья группа), 10 мг/л (четвертая
груIпа). Время инкубации составило 30 и 60 минут. Изотонический раствор 0,9Уо NaCl
барботировали озоно-кислородной смесью при помощи озонотерапевтической установки УОТА-60-
01-Медозон (Россия),
.Щалее кровь центрифугировали при 3000 об/мин в течение 10 минуг ддя разделения плазмы и
эритроцитов, которые затем дважды промыв€uIи охлаждённым изоiоническим раствором хлорида
натрия. ,щля полl"rения гемолизатак0,2 мл эритроцитарной массы добавдяли 1 мл дистиллированной
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воды и оставляли при комнатноЙ температуре, В эритроцитарной массе опредеJUIли показатели ПоЛ
и антиоксидантной системы.
Активность свободнорадик€шьных процессоВ оценивали по содержанию первичных
(ДИеНОВЫе КОНЪЮгаты (ДО) и проме)Iq/точньrх (малоновый диальдегид (МДА)) пролlктов пол.
уровень Дк в эритроцитарной массе оцределяли по интенсивности погдощения липидным
,экстрактоМ монохромаТическогО световогО потока в области спектра 2з2-2з4 нм, характерного дJUI
конъюгированных диеновьtх структур гидроперекисей липидов [4]. Оптическую плотность измеряли
на спектрофлуориметре см 220з кСолар>> (Беларусь) при длине волны 233 нм по отношению к
контролю. Концентрацию дк выражuши в виде АD2зз/мл. Содержание М!д оценив€UIи по
взаимодействию с 2'-тиобарбитуровой кислотой, KoToparl при высокой температуре в кислой среде
приводит к образованию ц)иметинового комплекса розового цвета [11], а интенсивность окраски
измеряли спектрофотометрически на спектрофотометре рv1251С <<Солар> (Беларусь) np" !о"""
волны 540 нм, по отношению к контролю. Концентрацию МЩА выража,rи в мкмоль/л.
Активность катаJтaIзы оценивzLIIи по способности пероксида водорода образовывать с солями
молибдена стойко окрашенный комплекс при длине волны 410 нм на спектрофотомец)е рV1251с
<<Солар>> (Беларусь) [11]. Концентрацию с,-токоферола и ретинола оцредеJU{ли по методу S.L. Тауlоr
[25], основанному на опредедении интенсивности фrryоресценции гексанового экстракта при длине
ВОЛНЫ ВОЗбУЖДеНИЯ 286 нм и испускания 350 нм (лля о-токоферола) и llри длине 
"олrru, "оrбу*д.r-З25 нм и испусканиrI 470 нм (для ретинола) на спектрофлуориметре см220З <<Солар>> (Беларусь). В
контрольную пробу вместо исследуемого матери€ша вносиди iLтиквоту бидистиллированной во!"r, а u
стандартнуо - рабочего раствора, приготовленного из стандартов о-токоферола и ретинола (<Sigma>).
Концентрацию о-токоферола и ретинола выраж€LJIи в мкмоль/л.
все показатеди проверяли на соответствие признака закону нормального распредедениlI с
использованием критерия Шаширо-Уилка. С )л{етом этого использов€Lти непараметрическую
статистику с применением программы "statistica 10,0". Сравнение трех И более независимьIх групп
проводили с помощью рангового дисперсионного анЕUIиза Круска-lrа-Уоллиса. .Щостоверность
ПОл}л{енных данных, с у{етом размеров малой выборки, множественных сравнений, оценива,rи с
использоваЕием U-критерия Манна-Уитни. При проведении парных сравнений 1ровней показателей
вн)црИ групП прИ повторныХ измерениях, использов€lJIИ критериЙ Вилкоксона. Результаты
представлены как медиана (Ме) [25-й; '75-й квартильный размах]. Уровень статистической
значимости приним€L.Iи за р<0,05.
результаты и их обсуждение. Характер изменения Пол представлен на рисунке 1.
Содержание М!А в эритроцитарной массе фис. 1А) увеличивается с 4,08 [3,41; 5,78] до |2,49 [12,09;
14,20] (р<0,05), до 16,96 [13,82; 18,42] Qр<0,05), до 1,7,4З [1З,93; 20,11] (р<0,05) мкмоль/л при
конценц)ации озона 2,6, l0 мг/л, соответственно. Подобная тенденция наблюдается и в отношении
уровня !К в эритроцитарной массе фис. 1Б), которые возрастrU]и с 18,21 [|6,77;18,29] до 19,07 |l7,8;20,1l] (р<0,05), до 22,84 |2|,99' 24,217 (р<0,05), до 22,64 [21,05; 25,55] (?<0,05) ЕРмг при
концентрации озона 2,6, |0 мг/л, соответственно.
показатели антиоксидантной защиты представлены в таблице. дктивность катаJIазы
возрастает, наиболее значимо Ha22,8Yo (р<0,05) ина29,8О/о (р<0,05) в группах с концентрацией озона
6 и 10 мг/л соответственно. Содержание с,-токоферола по сравнению с контролем увеличилось на
З1,27О/о (Р<0,05), На67,04О/о 0r<0,05) ина5З,44О/о (р<0,05) в группах с концентрацией озона 2,6, 10мгlл
соответственно. Также отмечаетсЯ рост ypoBHJ{ ретинола (на 18,8% (р<0,05) при концентрации озона 2
мг/л).
Физиологическая активность озона в организме - результат изменения свободно-
радик€Lтьного статуса в ответ на посц/пление активных кислородных и озоновых метаболитов от
внешнего источника [2]. Известно, что добавление озонированного изотонического раствора хлорида
натриrI 0,4 мл с конценц)ацией Оз 400, 800, 1200 мкr/л к крови беременных с у|рожающим
выкидышем вызывает рост как первичных, так и конечных продуктов ПоЛ (уровень ЩК в крови в
2,4 раза выше, чем у здоровых беременных) [7].
При действии озоно-кислородной смесью с концентрацией озона 10-100 мкг/л на кровь собак
установленО, чтО минимiulьнЫе конценц)ациИ озона (10 и 20 мкг/л) не вызывают сдвига
липопероксидации относительно исходного равновесного состояния, а при более высоких дозах озона
(начиная с концентрации 50 мкr/л) интенсивность образования конечных продуктов Пол нарастает
t14].
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Рис. 1. Уровень диеновых конъюгатов (А) и малонового диальдегида (Б) в эритроцитарноЙ массе при
инкубации крови с озонированным изотоническим раствором хJIорида натрия, Примечание - достоверные
изменениJI в сравнении с контролем (*); с группоЙ 2 мг/л Оз (#).
При введении крысам после кровопотери отмытых эритроцитов (0,5 мл) и озонированного
изотонического раствора 0,9Уо NaCl (2 мл с концентрацией озона 2 мг/л) происходит увеличение
содержания М.щА на l5yо по сравнению с контролем, в тканях и органах наблюдается повышение
активности таких антиоксидантных ферментов, как супероксиддисм)лазы, ката_дазы И
гл}.татионпероксидазы [8].
Табл. Эффект озона на показатели антиоксидантной защиты крови при экспозиции 60 минут (Ме [25;
показатель Конгроiь оз 2 мrlл оз б мг/л оз 10 мг/л
п l0 10 l0 l0
Каталаза, ммоль
Н2О2lмиrr/г НЬ
1б,30 [15,З7;16,50]
l8,15
[17,95;18,67]*
20,02
|18,77;21,З4]*#
2\,15
|20,7З;21,4Зl*#
о-токоферол,
мкмоль/л
8,89
[7,35; |0,44]
11,67
[9,55;1З,18]*
14,85
|12,65;|6,41l*#
13,61
[12,91;|4,20l*#
Ретинол, мкмоль/л
0,8
[0,7; 0,87]
0,95
[0,82; 1,01]*
1,04
[0,97;1,09]*#
1,05
[0,98;1,11]*#
Прuллечанuе - достоверные изменениrI в сравнении с контролем (*); с группой 2 мг/л Оз (#).
Известна способность озона активировать процессы ПОЛ в ходе окисления биологических
субстратов, что по механизму обратной связи стимулирует механизмы антиоксидантной защиты
организма [10]. Отмечающиеся нарушения динамического равновесия при воздеЙствии высоких
концентраций озона, вызывают рrввитие оксидативного сц)есса, тогда как при низких концентрациях
это не приводит к росту образования свободных радик€lJIов [1,5]. В ответ на введение первых доз
озона наблюдается некоторое увеличение свободнорадик€uIьных IIроцессов, а при дutJIьнеЙшем
добавлении данного газа в TKaHrIx и органах происходит повышение, IIрежде всего, активности
антиоксидантных ферментов супероксиддисм)лЕlзы, ката,IIазы и гл}.татитонпероксидrвы, что
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СВИДеТелЬСТВУеТ об активизации антиоксидантноЙ системы организма [20]. Предполагается, что
ОПТИМиЗация Про- и антиоксидантньIх систем, на фоне введениlI озона, цроисходит за счет повышения
аКТИВНОСТИ аНТиОксиДанТНых ферментов [13,18], как это наблюдалось в проведенных опытах. Кроме
ТОГО, он ВоЗДеЙствует на кислородзависимые процессы организма: способен стимулировать
энергетический обмен tI}"тём оптимизации угилизации кислорода, повышать энергетическую
Эффективность тканевых окислительных процессов [19], а также при его применении отмечается
ИНТенСификация активности ферментов, катIIIIизирующих юробные процессы окисдениrI }тлеводов,
лиПиДоВ и белков с образованием энергетического сфстрата АТФ [16]. Можно rrредподожить, что в
ВыяВленноМ эффекте озона )^{аствует и сдвиг кривоЙ диссоциации оксигемоглобина вправо,
СпособствУющиЙ улуlшению потока кислорода в ткани, а в условиrIх окислительного стресса, когда
нарушена утилизациrI кисдорода тканями, влияет на активность процессов свободнорадикального
окисления [6, 9].
ЗаКлЮчение. Таким образом, инкубация крови с озонированным изотоническим раствором
хЛориДа натрия в диапазоне концентраций от 2 до 10 мг/л обуславливает изменения прооксидантно-
аНТИОкСиДантного баланса крови, проявляющееся увеличением }ровня ДК, МДА в эритроцитарной
массе, а также ростом активности катаJIазы, концентраций ретинола и с,-токоферола. Выраженность
данного эффекта наиболее значима при концентрации озона б и 10 мг/л.
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I/.l/. ZINCHUK, E.S. BILITSKAYA,I.E. GLT-/II
ЕF.FЕ,СТ ОF OZONE ON ТНЕ PROO)ПDANT-ANTIO)ilDANT BALANCE IN ТНЕ BLOOD 1N VITRO
STIJDIES
Grоdпо State Medical Uпivеrsiф, Grоdпо, Belarus
The action of ozone on the proo*iaunt-itiTrЪlil balance in the blood of animals was studied zп
yifro. Incubation of blood with the solutions of ozone iп0.9% NaCl (doses of ozone 2,6, жtd 10 mg/l) for 30
and 60 minutes changes the state of the blood prooxidant system, followed Ьу increase in the levels of
malonic dialdehyde and diene conjugates. At the same time the activation of antioxidant system in the blood
was observed, that is сопfirmеd Ьу increase in the activity of catalase, and the levels of retinol and с-
tocopheTol.
Кеу words: ozone, malonic dialdehyde, diene conjugates, catalase, retinol, c,-tocopherol.
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